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VTA: área tegmental ventral  
Zp-flm: zona peri-fascículo longitudinal medial  
 
 
 
 
 
 RESUMO 
 
 
A distribuição de pericários e processos neuronais contendo triptofano hidroxilase (TPH) no tronco 
encefálico e diencéfalo do pombo (Columba livia) foram investigados usando métodos imuno-histoquímicos de 
marcação cromogênica simples e de dupla marcação fluorescente para TPH e 5-HT. Pericários imunorreativos à 
TPH foram vistos estendendo-se do bulbo caudal até níveis hipotalâmicos mediais, localizados em regiões 
previamente descritas como contendo pericários imunorreativos à 5-HT. Os agrupamentos celulares imunorreativos 
à TPH do tronco encefálico (linha média da rafe e grupos celulares dorsolaterais e ventrolaterais) e neurônios 
circunventriculares contactando o fluido cérebro-espinhal na taenia choroidea (no tronco encefálico caudal), núcleo 
infundibular e órgão paraventricular (no hipotálamo) foram mostrados co-expressar imunorreatividade para 5-HT. 
Entretanto, agrupamentos celulares expressando imunorreatividade à TPH, fortemente marcados, foram observados 
no núcleo pré-mamilar, no estrato celular interno, no núcleo paraventricular magnocelular e na borda medial do 
núcleo dorsomedial anterior talâmico. Experimentos de dupla-marcação indicam que estes agrupamentos celulares 
hipotalâmicos não são imunorreativos à 5-HT. Em especial, as células do núcleo pré-mamilar, as quais 
correspondem a neurônios contendo dopamina e melatonina previamente encontradas no hipotálamo aviário, 
parecem ser comparáveis aos corpos celulares catecolaminérgicos e imunorreativos à TPH hipotalâmicos A11-A13 
de mamíferos, sugerindo que eles possam ser atributos conservados no hipotálamo dos amniotas.  
 
 
Palavras-chave: Ave, serotonina, triptofano hidroxilase, núcleos da rafe, hipotálamo. 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
The distribution of tryptophan hydroxylase (TPH)-containing perikarya and processes in the brainstem and 
diencephalon of the pigeon (Columba livia) was investigated using single-labeling chromogenic and double-labeling 
fluorescence immunohistochemical methods for TPH and 5-HT. TPH-immunoreactive perikarya were seen extending 
from the caudal medulla to mid-hypothalamic levels, located in brainstem regions previously described as containing 
5-HT-immunoreactive somata. Brainstem TPH-immunoreactive cell clusters (the midline raphe, and the dorsolateral 
and ventrolateral cell groups) and the circumventricular cerebrospinal fluid-contacting neurons in the taenia choroidea 
(in the caudal brainstem), recessus infundibuli and paraventricular organ (in the hypothalamus) were shown to co-
express 5-HT immunoreactivity. However, heavily labeled TPH-immunoreactive cell clusters were observed in the 
nucleus premamillaris, in the stratum cellulare internum, in the nucleus paraventricularis magnocellularis and in the 
medial border of the nucleus dorsomedialis anterior thalami. Double-labeling experiments indicated that all of these 
hypothalamic TPH-immunoreactive cells were not immunoreactive to 5-HT. These cells correspond to dopamine- and 
melatonin-containing neurons previously found in the avian hypothalamus, and appear to be comparable to the 
mammalian TPH-immunoreactive hypothalamic A11-A13 catecholaminergic somata, suggesting that they may be a 
conserved attribute in the amniote hypothalamus.  
 
Keywords: Avian, serotonin, tryptophan hydroxylase, raphe nuclei, hypothalamus. 
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Sectioning System), no plano frontal com uma espessura de 40µm e coletados em PBS 0,01M, pH 7,2 em 5 
compartimentos seriados. Os cortes foram mantidos em solução anticongelante no freezer a -20ºC até o início dos 
ensaios imuno-histoquímicos.   
 
3.3 Imuno-histoquímica para revelação da TPH 
A imuno-histoquímica para TPH foi realizada pelo método free-floating. Primeiramente as secções foram 
lavadas 5 vezes (5 min cada lavagem) com PBS 0,01 M para remover o anticongelante. Após isso foi feito o bloqueio 
por 25 minutos através de uma solução bloqueadora contendo 0,5% soro normal de coelho (o soro normal tem como 
função bloquear sítios inespecíficos ao anticorpo secundário, portanto, o soro deve ser extraído da mesma espécie 
animal em que o anticorpo secundário foi produzido; Vector Laboratories, Burlingame, CA), 1% soro de albumina 
bovina (Sigma), 0,1% Triton X-100 (o qual diminui a ligação inespecífica do anticorpo ao tecido; SARDI, Rohm and 
Hass), 0,1% de gelatina (Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA) e 0,01% azida (Difco Laboratories, Detroit, 
Michigan USA) em PBS 0,01 M e na temperatura ambiente. As secções foram então transferidas para uma solução 
de anticorpo primário, contendo o anticorpo anti-TPH (Chemicon International, AB 1541, produzido em ovelha) em 
uma diluição de 1: 3000, contendo 0,1% de Triton X-100, 1% soro de albumina bovina, 0,1% de gelatina e 0,01% 
azida em PBS 0,01M.  
Este anticorpo já mostrou revelar imunorreatividade para TPH em neurônios hipotalâmicos (Vanhatalo e 
Soinila, 1999), em fibras da pituitária (Saland et al., 1993), em pericários da rafe em roedores (Allers and Sharp, 
2003; Belin et al., 1991; Weissmann et al., 1987) e no tronco encefálico humano (Benarroch et al., 2002), regiões 
onde predomina a isoforma TPH2 (Walther and Bader, 2003). Este anticorpo também já mostrou reagir 
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intensivamente em células de intestino embrionário (Kruger et al., 2002) e em células de intestino adulto de roedores 
(Gershon et al., 1977) regiões estas conhecidas por expressar a isoforma TPH1.  
As secções foram incubadas 12 horas nesta solução, em temperatura ambiente, câmara úmida e sob leve 
agitação. A seguir elas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,01 M durante 15 minutos. A peroxidase endógena foi 
bloqueada durante 40 minutos em 0,3% H2O2, 50% metanol e então lavadas em PBS 0,01M. As secções foram 
então incubadas por 2 horas, em temperatura ambiente com anticorpo secundário biotinilado anti-ovelha feito em 
coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA), diluído em 1:1000. Em seguida foi feita a incubação durante 90 
minutos com o complexo avidina-biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA), diluído em 1:1500.  
A marcação TPH foi então visualizada usando o kit Vector VIP (Vector Laboratories, Burlingame, CA) 
durante 15 minutos, resultando em uma marcação citoplasmática púrpura.  As secções foram lavadas e estendidas 
sobre lâminas gelatinizadas com solução de alúmen de cromo e gelatina. Após secagem de 48 horas elas foram 
desidratadas em uma série gradativa de álcool e xilol antes de serem cobertas com DPX (Sigma Chemical, St. Louis, 
MO). Experimentos controle consistiram de omissão do anticorpo primário ou secundário das soluções pertinentes e 
nenhuma marcação mostrou-se evidente nestas secções. O resultado positivo foi revelado pelo aparecimento de 
coloração púrpura no local da marcação pelos anticorpos. Em todas as reações imuno-histoquímicas secções de 
mesencéfalo de rato foram utilizadas como controle positivo. 
As secções foram analizadas usando uma câmara acoplada a um microscópio óptico (Olympus, BH-2 
equipado com objetivas com plano apocromático) para visualizar corpos celulares e fibras positivas para TPH. 
Fotomicrografias digitais (PixeLINK, Ontário, Canadá) foram feitas de secções representativas utilizando o software 
PixeLINK (Capture Standard Edition). Mensurações (maior diâmetro dos corpos celulares) foram feitas diretamente 
de imagens microscópicas na magnificação de 40x usando ferramentas de calibração e mensuração deste software. 
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O contraste e o brilho da fotomicrografia foram ajustados no Adobe Photoshop 7.  As regiões do encéfalo foram 
identificadas e nomeadas de acordo com o Atlas Estereotáxico do encéfalo do pombo de Karten and Hodos (1967) e 
com a recente revisão de nomenclatura prosencefálica do Fórum de Nomenclatura de Encéfalo de Ave (Reiner et al., 
2004). 
 
3.4 Imuno-histoquímica para revelação da 5-HT 
A imuno-histoquímica para 5-HT foi realizada pelo método free-floating. Primeiramente as secções foram 
lavadas 5 vezes (5 min cada lavagem) com PBS 0,01 M para remover o anticongelante. Após isso foi feito o bloqueio 
por 25 minutos através de uma solução contendo 0,5% soro normal de cabra, 1% soro de albumina bovina, 0,1% 
Triton X-100, 0,1% de gelatina e 0,01% azida em PBS 0,01 M em temperatura ambiente. As secções foram então 
transferidas para uma solução de anticorpo primário, contendo anticorpo anti-5-HT (Chemicon International, AB 938, 
feito em coelho) em uma diluição de 1: 1000, contendo 0,1% de Triton X-100, 1% soro de albumina bovina, 0,1% de 
gelatina 0,01% azida em PBS 0,01M.  
As secções foram incubadas 12 horas nesta solução, a temperatura ambiente em câmara úmida e sob leve 
agitação. Após elas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,01 M durante 15 minutos. A peroxidase endógena foi 
bloqueada durante 40 minutos em 0,3% H2O2, 50% metanol e então lavadas em PBS 0,01M. As secções foram 
então incubadas por 2 horas, em temperatura ambiente com anticorpo secundário biotinilado anti-coelho feito em 
cabra (Vector Laboratories, Burlingame, CA), diluído em 1:1000. Em seguida foi feita a incubação durante 90 minutos 
com o complexo avidina-biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA), diluído em 1:1500.  
A marcação para 5-HT foi visualizada através do uso do kit Vector SG (Vector Laboratories, Burlingame, 
CA) durante 10 minutos resultando em uma marcação citoplasmática cinza-azulada. As secções foram lavadas e 
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estendidas sobre lâminas gelatinizadas com solução de alúmen de cromo e gelatina. Após secagem de 48 horas 
elas foram desidratadas em uma série gradativa de álcool e xilol antes de serem cobertas com DPX (Sigma 
Chemical, St. Louis, MO). Experimentos controle consistiram de omissão do anticorpo primário ou secundário das 
soluções pertinentes e nenhuma marcação mostrou-se evidente nestas secções. O resultado positivo foi revelado 
pelo aparecimento de coloração cinza no local da marcação pelos anticorpos.    
As secções foram analizadas usando uma câmara acoplada a um microscópio óptico (Olympus, BH-2 
equipado com objetivas com plano apocromático) para visualizar corpos celulares e fibras positivas para 5-HT. 
Fotomicrografias digitais (PixeLINK, Ontário, Canadá) foram feitas de secções representativas utilizando o software 
PixeLINK (Capture Standard Edition). Mensurações (maior diâmetro dos corpos celulares) foram feitas diretamente 
de imagens microscópicas na magnificação de 40x usando ferramentas de calibração e mensuração deste software. 
O contraste e o brilho da fotomicrografia foram ajustados no Adobe Photoshop 7.  As regiões do encéfalo foram 
identificadas e nomeadas de acordo com o Atlas Estereotáxico do encéfalo do pombo de Karten and Hodos (1967) e 
com a recente revisão de nomenclatura prosencefálica do Fórum de Nomenclatura de Encéfalo de Ave (Reiner et al., 
2004). 
 
3.5 Dupla imunofluorescência para 5-HT e TPH 
Para os experimentos de dupla marcação fluorescente as secções foram lavadas em PBS 0,01M, 
bloqueadas por 25 minutos em uma solução contendo 0,5% soro normal de cabra, 1% soro de albumina bovina, 
0,1% Triton X-100, 0,1% de gelatina e  0,01% azida  em PBS 0,01 M sob temperatura ambiente. As secções foram 
então transferidas para uma solução de anticorpo primário, contendo o anticorpo anti-5-HT (Chemicon International, 
AB 938, feito em coelho) em uma diluição de 1: 1000, contendo 0,1% de Triton X-100, 1% soro de albumina bovina, 
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0,1% de gelatina 0,01% azida em PBS 0,01M. Após a incubação de 12 horas as secções foram lavadas em PBS 
0,01 M seguido da incubação por 2 horas e a temperatura ambiente com o anticorpo secundário anti-coelho feito em 
cabra, conjugado com o Alexa Fluor 546 (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) na diluição de 1:1000. As secções foram 
subsequentemente lavadas em PBS 0,01 M durante 15 minutos e bloqueadas novamente com uma solução 
contendo 0,5% soro normal de coelho, 1% soro de albumina bovina, 0,1% Triton X-100, 0,1% de gelatina e  0,01% 
azida  em PBS 0,01 M sob temperatura ambiente. As secções foram então transferidas para uma solução de 
anticorpo primário, contendo anticorpo anti-TPH (Chemicon International, AB 1541, feito em ovelha) em uma diluição 
de 1: 3000, contendo 0,1% de Triton X-100, 1% soro de albumina bovina, 0,1% de gelatina 0,01% azida em PBS 
0,01M. Após a incubação de 12 horas as secções foram lavadas em PBS 0,01 M seguido da incubação por 2 horas 
e a temperatura ambiente com o anticorpo secundário anti-ovelha feito em burro conjugado com Alexa Fluor 488 
(Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) na diluição de 1:1000.  
Ao fim da reação fluorescente as secções foram lavadas e estendidas sobre lâminas gelatinizadas com 
solução de alúmen de cromo e gelatina. Após secagem ao abrigo da luz e poeira, elas foram cobertas com uma 
mistura de glicerol/PBS 0,01M e visualizadas usando uma câmera (Moticam 2300 3.0 MP) acoplada ao microscópio 
de fluorescência (Olympus, BX40) equipado com um sistema de filtro para fluoresceína (Alexa Fluor 488, absorção 
494 e emissão 517) e rodamina (Alexa Fluor 546, absorção 554 e emissão 570). Fotomicrografias digitais foram 
feitas de secções representativas usando o software Moticam Images Plus 2.0. O contraste e o brilho foram 
ajustados usando o Adobe Photoshop 7.   
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4. RESULTADOS 
 
 
Reações cromogênicas com o anticorpo para TPH usado no presente estudo produziram marcação densa 
em pericários e em processos neuronais proximais, sendo esta marcação distribuída homogeneamente no 
citoplasma. Esta intensa reação foi observada no núcleo dorsal da rafe presente nas secções mesencefálicas de 
controle positivo do rato (Fig. 2), usadas para evidenciar a eficácia da marcação cromogênica através deste 
anticorpo na TPH de mamífero.  
 
 
 
 
 
Fig. 2: Fotomicrografia de uma secção mesencefálica de rato ilustrando neurônios imunorreativos à TPH no núcleo dorsal 
da rafe. Barra de escala: 150µm. Veja lista para abreviações.  
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No pombo fibras imunorreativas à TPH foram localizadas principalmente ao longo de regiões mediais na 
parede do 3V e 4V e nas camadas subependimária /supra-ependimária da superfície ventral e dorsomedial do tronco 
encefálico.  Pericários imunorreativos à TPH foram vistos estendendo-se do nível bulbar caudal até níveis 
hipotalâmicos mediais e foram principalmente localizados em regiões previamente descritas por possuir corpos 
celulares imunorreativos à 5-HT (Fig. 3).  
A imuno-histoquímica para revelação da 5-HT indicou que a distribuição de corpos celulares imunorreativos 
à TPH sobrepõe, na maioria das vezes, os pericários contendo 5-HT. Entretanto, alguns agrupamentos celulares 
imunorreativos à TPH, fracamente marcados, foram observados em regiões as quais não possuem 
imunorreatividade à 5-HT (ex.: mSp, lDp e PMM). Experimentos de dupla marcação imunofluorescente indicam que a 
maioria dos pericários imunorreativos à TPH do tronco encefálico apresenta também imunorreatividade à 5-HT, e 
que agrupamentos hipotalâmicos mediais de células imunorreativas à TPH não mostram imunorreatividade 
serotonérgica, exceto os neurônios do PVO e do INF.  
Nas fotomicrografias as fibras e corpos celulares imunorreativos à TPH são de cor púrpura e marcação 
serotonérgica, cor acinzentada. As fotomicrografias da reação fluorescente que mostram estruturas imunorreativas à 
TPH apresentam cor verde e as estruturas imunorreativas à 5-HT apresentam a cor vermelha.  
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Fig. 3: Desenhos esquemáticos do tronco encefálico e diencéfalo de pombo evidenciando a localização dos neurônios imunorreativos à TPH. 
Veja lista para as abreviações. 
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4.1 Neurônios imunorreativos à TPH e 5-HT no bulbo  
 
4.1.1 Rafe 
 Neurônios imunorreativos à TPH foram observados em agrupamentos localizados na linha média bulbar em 
uma região coletivamente denominada de rafe (Fig.4 A). A rafe do pombo divide-se citoarquitetonicamente em duas 
regiões distintas: o núcleo bulbar da rafe, pars ventralis (Rmv) e o núcleo bulbar da rafe, pars dorsalis (Rmd).  
O Rmv é composto por grandes corpos celulares imunorreativos à TPH (acima de 30µm), fortemente 
marcados, com perfis poligonais, triangulares ou fusiformes (Fig.4 C). Apresentam imunorreatividade em processos 
bipolares ou multipolares. Marcação em dendritos primários, secundários e terciários é comumente visualizada 
nessas células (Fig.4 E).  
O Rmd, localizado dorsalmente às células do Rmv, contém um menor número de pericários marcados (Fig.4 
B). Possuem perfis principalmente fusiformes ou redondos e encontram-se localizados principalmente ao longo da 
linha média. Apresentam o citoplasma densamente marcado com núcleo bem definido (Fig.4 D). 
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Fig. 4: (A) Neurônios localizados no complexo da rafe bulbar. (B) e (C) pericários e processos imunorreativos à TPH no Rmd e Rmv, 
respectivamente. (D) e (E) são magnificações dos quadros em (A) ilustrando a morfologia dos neurônios do Rmd e Rmv, 
respectivamente. Barra de escala: A-C: 150µm; D-E: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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Grande quantidade de processos e varicosidades densamente imunorreativas à TPH são observadas em 
todo o complexo da rafe com predominância no Rmv. Orientação horizontal pode ser visualizada em alguns destes 
processos (Fig. 5 A).  Fibras densamente imunorreativas emergem do Rmv e orientam-se em direção ao epêndima. 
(Fig. 5 B). 
 
 
  
 
No Rmv e Rmd o padrão distribucional de pericários imunorreativos à 5-HT é comparável com a distribuição 
de pericários imunorreativos à TPH (Fig. 6 A). No Rmv os pericários serotonérgicos imunorreativos possuem o 
citoplasma densamente marcado, porém apresentam poucos processos visíveis (Fig.6 C). Quantidade menor de 
pericários imunorreativos à 5-HT pode ser visualizada no Rmd,  dispostos na linha média, com grande faixa 
citoplasmática marcada e núcleo bem definido (Fig.6 B).  
 Os experimentos de dupla marcação revelaram colocalização de 5-HT e TPH em pericários do Rmv e Rmd. 
Porém é possível notar que a marcação para TPH fluorescente difere da marcação cromogênica, pois não se 
observa imunorreatividade em processos neuronais e/ou varicosidades (Fig. 6 D-E).  
Fig. 5: (A) Ilustração dos processos imunorreativos à TPH e varicosidades espalhadas dentro do Rmv. (B) Magnificação do quadro em 
(A) ilustrando um processo imunorreativo à TPH. Barra de escala: A: 150µm; B: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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Fig. 6: (A) Ilustração de células contendo 5-HT no complexo da rafe. (B) e (C) são magnificações dos quadros em (A) de um neurônio 
imunorreativo do Rmd e Rmv, respectivamente. (D) e (E) ilustram a colocalização de TPH e 5-HT em células do Rmv, respectivamente. 
Barra de escala: A, D, E: 150µm; B-C: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.1.2 Núcleo do trato solitário  
No bulbo dorsal, um número moderado de corpos celulares imunorreativos à TPH foram observados na 
taenia choroidea (TC) e em subnúcleos do NTS como o medialis superficialis pars posterior (mSp) e lateralis dorsalis 
pars posterior (lDp, Fig. 7 A). As células imunorreativas da TC tendem a ser mais fortemente marcadas que as dos 
subnúcleos. Estas pequenas células (abaixo de 14µm) usualmente apresentam perfil redondo e nenhum processo 
imunorreativo (Fig. 7 B). Ao contrário, as células do mSp e lDp são fusiformes porém fracamente marcadas e com 
raros processos imunorreativos (Fig. 7 C-D).  
 
Fig. 7: (A) Ilustração da imunorreatividade de células da TC, mSp e lDp. (B), (C) e (D) são magnificações dos quadros em (A) 
ilustrando a morfologia das células da TC, mSp e lDp, respectivamente. Barra de escala: A: 150µm; B-D: 50µm. Veja lista 
para as abreviações.    
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Entretanto a imuno-histoquímica para 5-HT evidenciou apenas células imunorreativas na TC (Fig.8 A) e 
ausência de imunorreatividade nas outras regiões do NTS. Nos experimentos de dupla-marcação fluorescente foi 
possível observar colocalização de TPH e 5-HT em poucas células da TC (Fig.8 B-E). Não detectamos corpos 
celulares serotonérgicos no mSp e lDp em ambos os experimentos de marcação cromogênica e fluorescente. 
 
 
 
 4.1.3 Núcleo reticular lateral  
 Pequena quantidade de neurônios imunorreativos à TPH, densamente marcados, multipolares, ovóides ou 
elipsóides, de tamanho médio (entre 15-29µm) foi também observada no campo bulbar ventrolateral, ocupando 
Fig. 8: (A) Células imunorreativas à 5-HT na TC. A flecha aponta para um neurônio serotonérgico. (B) e (D) ilustram a colocalização de 
TPH e 5-HT em células da TC, respectivamente. (C) e (E) são magnificações dos quadros em (B) e (D) ilustrando a colocalização de 
TPH e 5-HT no mesmo neurônio da TC. Barra de escala: A, B, D: 150µm; C, E: 10µm. Veja lista para as abreviações.    
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esparsamente o núcleo reticular lateral (RL; Fig. 9 A-B).  Um pequeno número de corpos celulares imunorreativos à 
5-HT foi observado nessa região (dado não mostrado). 
 
4.1.4 Zona peri-fascículo longitudinal medial 
Na zona peri-fascículo longitudinal medial (Zp-flm) processos e varicosidades imunorreativas à TPH são 
observadas, bem como um número reduzido de corpos celulares com perfil fusiforme e citoplasma densamente 
marcado (Fig. 9 C). Fraca imunorreatividade serotonérgica também foi evidenciada nessa região.  
 
 
 
 
Fig. 9: (A) Células imunorreativas do RL. (B) Magnificação do quadro em (A) ilustrando a morfologia de um neurônio imunorreativo e seus 
processos. (C) Processos e varicosidades da Zp-flm. (D) Varicosidades do epêndima. Barra de escala: A, C: 150µm; B: 100µm; D: 50µm.  
Veja lista para as abreviações.    
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4.1.5 Epêndima 
 Uma densa rede de finos processos e varicosidades, com numerosos “boutons en passage”, parece 
originar-se nos pericários do Rmv, arranjadas ventralmente e ocupando as camadas supra e sub-ependimária da 
superfície externa ventral (Fig. 9 D) formando um denso emaranhado de processos imunorreativos à TPH 
estendendo-se do bulbo caudal até níveis pontinos. Entretanto a imuno-histoquímica para 5-HT não mostrou 
processos ou varicosidades imunorreativas.   
 
4.2 Neurônios imunorreativos à TPH e 5-HT na ponte 
 
4.2.1. Rafe 
O complexo pontino da rafe apresentou uma diminuição de pericários imunorreativos à TPH quando 
comparado ao complexo bulbar da rafe (Fig. 10 A). Na linha média, pequena quantidade de pericários poligonais, 
moderadamente marcados foi observada no núcleo pontino da rafe, pars ventralis (Rpv, Fig. 10 C). Pequena 
quantidade também de corpos celulares fortemente marcados, fusiformes, bipolares e de tamanho reduzido foi 
observada na linha média do núcleo pontino da rafe, pars dorsalis (Rpd) localizado dorsalmente ao Rpv (Fig. 10 B). 
No Rpv e Rpd o padrão distribucional de pericários imunorreativos à 5-HT foi comparável com a distribuição 
de corpos celulares imunorreativos à TPH (Fig. 11 A). No Rpv os pericários imunorreativos à 5-HT possuem estreita 
faixa citoplasmática marcada com núcleos bem definidos e sem marcação, porém apresentaram poucos processos 
visíveis (Fig.11 C, E). A porção da Rpd possuiu quantidade menor de corpos celulares densamente marcados, 
dispostos na linha média e apresentando ausência de processos imunorreativos (Fig.11 B, D).  
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Os experimentos de dupla marcação fluorescente revelaram colocalização de TPH e 5-HT em neurônios 
dos núcleos pontinos da rafe (dado não mostrado).  
 
 
Fig. 10: (A) Neurônios localizados no complexo da rafe. (B) e (C) pericários e processos imunorreativos à TPH no Rpd e Rpv, 
respectivamente. Barra de escala: A-C: 150µm. Veja lista para as abreviações.    
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Fig. 11: (A) Neurônios localizados no complexo da rafe. (B) e (C) pericários e processos imunorreativos à 5-HT no Rpd e Rpv, 
respectivamente. (D) e (E) são magnificações dos quadros em (A) ilustrando a morfologia dos neurônios do Rpd e Rpv, 
respectivamente. Barra de escala: A-C: 150µm; D-E: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.2.2 Locus coeruleus  
Um grupo concentrado de corpos celulares, de fracamente para moderadamente imunorreativos à TPH, são 
observados no LoC e mais esparsamente distribuído no núcleo subjacente subceruleus dorsalis (SCd, Fig. 12 A). Os 
neurônios do LoC possuem perfil redondo, com pouca imunorreatividade em processos proximais (Fig. 12 B). Corpos 
celulares imunorreativos à 5-HT podem ser visualizados dentro do LoC, apresentando fraca marcação citoplasmática 
(Fig. 12 C-D).  
 
 
 
 
 
Fig. 12: (A) Neurônios imunorreativos à TPH no LoC e SCd. (B) Pericários e processos imunorreativos à TPH no LoC. (C) Ilustra um 
pequeno grupo de neurônios imunorreativos à 5-HT do LoC. (D) Magnificação do quadro em (C) ilustrando a morfologia dos neurônios 
imunorreativos à 5-HT do LoC. Barra de escala: A-C: 150µm; D: 100µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.2.3 Núcleo reticular lateral 
Um pequeno número de pericários imunorreativos à TPH, fortemente marcados, de tamanho médio, com 
perfis poligonais ou fusiformes e apresentando múltiplos processos foi observado no tegmento pontino ventrolateral 
em continuidade com as células do RL mostradas no bulbo (Fig. 13 A-B).  No mesmo distrito pontino é possível 
observar número reduzido de pericários imunorreativos à 5-HT (Fig. 13 C-D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13: (A) Neurônios imunorreativos à TPH no RL. (B) Magnificação do quadro em (A) ilustrando a morfologia de um neurônio do RL. 
(C) Pericários imunorreativos à 5-HT no RL. (D) Magnificação do quadro em (C) ilustrando a morfologia dos neurônios imunorreativos à 
5-HT no RL. Barra de escala: A, C: 150µm; B, D: 100µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.2.4 Zona peri-fascículo longitudinal medial 
Quantidade moderada de corpos celulares e fibras imunorreativas à TPH foi visualizada na Zp-flm 
aumentando em toda a extensão rostro-caudal (Fig. 14 A). Esses pericários são de tamanho médio, fusiformes, ovais 
e triangulares e com o citoplasma fortemente marcado. Estão organizados em fileiras de corpos celulares 
comprimidos entre a superfície ventricular e os aspectos mediais e dorsais do flm (Fig. 14 B). Rostralmente, estas 
fileiras de células imunorreativas circundam dorsalmente o núcleo troclear e invadem o flm. Pequena quantidade de 
neurônios imunorreativos à 5-HT  pode também ser visualizada na Zp-flm (Fig. 14 C-D). 
 
4.2.5 Epêndima 
 Uma rede de fibras varicosas imunorreativas à TPH, originadas de corpos celulares da Zp-flm e projetando 
nas camadas supra e sub-ependimárias do 4V pode ser visualizada. Entretanto, esta rede parece ser mais densa na 
ponte do que no bulbo (Fig. 14 E). Varicosidades serotonérgicas não foram visualizadas nessa região (dado não 
mostrado). 
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Fig. 14: (A) Neurônios imunorreativos à TPH na Zp-flm. (B) 
Morfologia dos neurônios da Zp-flm. (C) Pericários 
imunorreativos à 5-HT da Zp-flm. (D) Morfologia dos neurônios 
imunorreativos à 5-HT da Zp-flm. (E) Varicosidades do 
epêndima. Barra de escala: A, C, E: 150µm; B, D: 100µm. Veja 
lista para as abreviações.    
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4.3 Neurônios imunorreativos à TPH e 5-HT no mesencéfalo 
4.3.1 A8 
Grande número de neurônios imunorreativos à TPH, fracamente marcados, espalha-se sobre o grupo 
celular dopaminérgico (A8; Fig. 15 A). Estes pericários apresentam perfis variados sendo poligonais, ovais ou 
fusiformes, de tamanho médio e apresentando núcleos bem definidos. Nessa mesma região é possível observar a 
presença de um pequeno agrupamento neuronal imunorreativo à 5-HT, porém em menor número quando comparado 
aos neurônios contendo TPH (Fig. 15 B). Experimentos de dupla fluorescência evidenciam ambas imunorreatividade 
à TPH e 5-HT simultaneamente em neurônios de A8 (Fig. 15 C-D).  
 
 
Fig. 15: (A) Neurônios imunorreativos à TPH no A8. (B) Pericários imunorreativos à 5-HT no A8. (C) e (D) Ilustram a colocalização de 
TPH e 5-HT nos neurônios de A8, respectivamente.  Barra de escala: A - D: 150µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.3.2 Núcleo linearis caudalis 
Na linha média, o núcleo linearis caudalis (LC) mostrou um elevado número de pequenos corpos celulares 
imunorreativos à TPH, redondos ou ovais, moderadamente marcados. Estes pericários estão organizados em duas 
fileiras paralelas ao longo da linha média (Fig. 16 A, B). Nas proximidades do LC, lateralmente ao fascículo tecto-
reticular, uma modesta quantidade de pequenos somas fortemente marcados, foi observado no núcleo reticularis 
pontis oralis (RPO; Fig. 16 A). Neurônios contendo 5-HT são visualizados em grande quantidade dentro do LC (Fig. 
17 A, B, D) e em menor quantidade no RPO (Fig. 17 A, F).  
 
 
 
 
 
4.3.3 Núcleo annularis 
Um segundo grupo de pericários imunorreativos à TPH, redondos, fusiformes e poligonais surgem 
ventrolateralmente ao flm, correspondendo ao núcleo annularis (Anl; Fig. 16 A, C). Formam uma aparente 
Fig. 16: (A) Neurônios imunorreativos à TPH no LC, Anl e RPO. (B) e (C) são magnificações dos quadros em (A) ilustrando a morfologia de 
pericários contendo TPH no LC e Anl, respectivamente. Barra de escala: A: 150µm; B-C: 100µm. Veja lista para as abreviações.    
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continuidade com os neurônios de A8. Pericários contendo 5-HT também foram encontrados dentro desse núcleo 
(Fig. 17 A, C, E).  
 
 
   
Fig. 17: (A) Neurônios imunorreativos à 5-HT no LC, Anl e RPO. (B) Ilustra pericários do LC imunorreativos à 5-HT. (C) Ilustra pericários 
imunorreativos à 5-HT do Anl (D), (E) e (F) ilustram a morfologia de pericários contendo 5-HT no LC, Anl e RPO respectivamente. Barra de 
escala: A-C: 150µm; D-F: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.3.4 Zona peri-fascículo longitudinal medial 
 Um grande número de neurônios imunorreativos à TPH, intensamente marcados, é visualizado na Zp-flm.  
Esses neurônios assumem distintos perfis (redondos, ovais, fusiformes e triangulares), com forte marcação 
citoplasmática. Além disso, há quantidade moderada de processos neuronais imunorreativos em toda a Zp-flm (Fig. 
18 A). Pericários serotonérgicos puderam ser observados dentro do corpo do flm (Fig. 18 B). Colocalização de TPH e 
5-HT também foi evidenciada nesse distrito (Fig. 18  C-D). 
  
 
 
 
 
 
Fig. 18: (A) Neurônios imunorreativos à TPH na Zp-flm. (B) Pericários imunorreativos à 5-HT dentro do flm. (C) e (D) ilustram a 
colocalização de TPH e 5-HT na ZP-flm, respectivamente. Barra de escala: A-C: 150µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.3.5 Área tegmental ventral  
 Rostral e ventral ao mesencéfalo observam-se um agrupamento com poucos corpos celulares 
imunorreativos à TPH densamente marcados (Fig. 19 A).  Esses somas, imersos em uma moderada rede de fibras 
varicosas, localizam-se dentro da área tegmental ventral (VTA) e no núcleo tegmental ventrolateral (VT), uma região 
localizada lateralmente ao núcleo mesencefálico profundo, pars ventral (MPv) e ventralmente ao núcleo tegmental 
pedúnculo-pontino (TPc), na vizinhança do núcleo da raiz óptica basal (nBOR). Varicosidades e processos neuronais 
são visualizados em toda a extensão da VTA (Fig. 19 B-C). Nas reações cromogênicas para 5-HT evidenciamos 
diminuída quantidade de neurônios imunorreativos na VTA (dado não mostrado). 
 
 
 
Fig. 19: (A) Neurônios imunorreativos à TPH na VTA. (B) e (C) são magnificações dos quadros em (A) ilustrando os corpos celulares e 
processos imunorreativos à TPH dentro do VTA, respectivamente. (D) ilustra as varicosidades do epêndima. Barra de escala: A-D: 
150µm; B,C: 100µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.3.6 Epêndima 
              Grande densidade de fibras supra e sub-ependimárias bem como grande quantidade de varicosidades 
imunorreativas à TPH são visualizadas na porção medial do 4V (Fig. 19 D), formando uma continuidade com o 
epêndima pontino. Nas reações cromogênicas para 5-HT realizadas nessa investigação, nenhuma estrutura 
serotonérgica foi evidenciada nessa região.  
 
4.4 Neurônios imunorreativos à TPH e 5-HT no diencéfalo 
 
4.4.1 Órgão paraventricular  
Na região periventricular do hipotálamo posterior, uma quantidade moderada de corpos celulares 
imunorreativos à TPH foi observada no PVO, o qual consiste em uma estrutura circunventricular (Fig. 20 A). Esses 
corpos celulares são redondos, com característica radial e dispostos ao redor da camada subependimária do 3V, 
evidenciando processos  bipolares imunorreativos, direcionados ao espaço ventricular ou ao tegmento hipotalâmico 
(Fig. 20 B). Os processos direcionados ao 3V terminam em protrusões bulbosas na superfície ventricular (veja as 
ilustrações fluorescentes do PVO).  
Neurônios imunorreativos à 5-HT também foram evidenciados no PVO (Fig. 20 C-D). As reações de dupla 
imunofluorescência demonstraram a presença de TPH e 5-HT simultaneamente nos neurônios bipolares que 
compõem o PVO. É possível visualizar a existência de protrusões bulbosas dos neurônios do PVO na superfície 
ventricular (Fig. 20 E-F). 
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Fig. 20: (A) Neurônios do PVO imunorreativos à TPH. (B) Magnificação do quadro em (A) evidenciando a morfologia de um neurônio do 
PVO. (C) Neurônios serotonérgicos do PVO. (D) Magnificação do quadro em (C) evidenciando a morfologia do neurônio imunorreativos à 
5-HT do PVO. (E) e (F) ilustram a colocalização de TPH e 5-HT nos neurônios do PVO, respectivamente. Barra de escala: A, C, E, F: 
150µm; B, D: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.4.2 Núcleo infundibular  
Neurônios imunorreativos à TPH, densamente marcados e semelhantes aos do PVO em formato e 
localização periventricular, são observados nas paredes ventriculares do INF (Fig. 21 A-B), as quais constituem o 
recesso infundibular (ReI).  O INF também apresenta imunorreatividade serotonérgica (Fig. 21 C-D) e, de forma 
similar ao PVO, também colocalizam TPH e 5-HT em seus neurônios (Fig. 21 E-F). 
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Fig. 21: (A) Neurônios do INF imunorreativos à TPH. (B) Magnificação do quadro em (A) evidenciando a morfologia de um neurônio do 
INF. (C) Neurônios imunorreativos à 5-HT do INF. (D) Magnificação do quadro em (C) evidenciando a morfologia do neurônio 
serotonérgico do INF. (E) e (F) ilustram a colocalização de TPH e 5-HT nos neurônios do INF, respectivamente. Barra de escala: A, C, E, 
F: 150µm; B, D: 50µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.4.3 Núcleo pré-mamilar  
Neurônios imunorreativos à TPH, fortemente marcados, com perfil oval, triangular e fusiforme são 
visualizados concentrados em um pequeno agrupamento celular na porção medial do hipotálamo caudal, aqui 
nomeado como PMM (Fig. 22 A-C). Estas células parecem originar-se de um plexo de fibras varicosas que se 
dispõem medialmente e dorsalmente, estendendo-se até as paredes do 3V. É interessante notar, porém, que na 
reação cromogênica para 5-HT e também na dupla fluorescência, esse núcleo não apresentou imunorreatividade 
serotonérgica, somente mostrou-se reativo à TPH (Fig. 22 D).  É possível notar ainda dentro do PMM a presença de 
neurônios circundando dois vasos calibrosos, os quais atravessam transversalmente o hipotálamo (Fig. 22 E). 
 
 
Fig. 22: (A) Neurônios do PMM imunorreativos à TPH. (B) e (C) são magnificações dos quadros em (A) ilustrando a morfologia 
dos neurônios desse núcleo. (D) Ilustra a reação fluorescente para TPH. (E) Ilustra a marcação Nissl do PMM. A flecha aponta 
para a presença de neurônios circundando os vasos sangüíneos. Barra de escala: A, C, E, F: 150µm; B, D: 50µm. Veja lista 
para as abreviações.    
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4.4.4 Núcleo paraventricular magnocelular 
 O distrito correspondente ao núcleo paraventricular 
magnocelular (PVN) apresenta quantidade reduzida de 
pericários imunorreativos à TPH. Esses corpos celulares são 
fracamente marcados, apresentando perfis triangulares e 
fusiformes. Estão localizados difusamente dentro do núcleo e 
possuem poucos processos neuronais marcados (Fig. 23 A). 
 
4.4.5 Estrato celular interno 
 No distrito pertencente ao estrato celular interno 
(SCI) visualiza-se um aglomerado de neurônios densamente 
marcados, ovais e emitindo poucos prolongamentos (Fig. 23 
B). Grande quantidade de varicosidades imunorreativas é 
visualizada dentro deste núcleo. 
 
4.4.6 Núcleo dorsomedial anterior talâmico  
Em uma região correspondente ao núcleo 
dorsomedial anterior talâmico (DMA), às margens do sulco 
hipotalâmico, visualiza-se um único neurônio imunorreativo, 
oval, densamente marcado e apresentando processos 
igualmente imunorreativos (Fig. 23 C). 
Fig. 23: (A) Neurônios imunorreativos à TPH no PVN. (B) Neurônios 
imunorreativos à TPH no SCI. (C) Neurônios imunorreativos à TPH no 
DMA. Barra de escala: A-C: 150µm. Veja lista para as abreviações.    
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4.5 Resumo dos resultados obtidos 
 
 
 
 
Fig. 24: Desenhos esquemáticos sagitais ilustrando as regiões que colocalizam 5-HT e TPH (bolinha preta) e regiões 
que apresentam apenas a TPH (quadradinho vazado). Veja lista para as abreviações.    
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DISCUSSÃO  
 
Os métodos imuno-histoquímos e fluorescentes empregados nesses experimentos diferiram em relação à 
marcação produzida. Nas reações cromogênicas para a TPH a marcação observada foi intensa. Porém nas reações 
fluorescentes, em decorrência do anticorpo secundário utilizado, a marcação para a TPH foi menos intensa. O 
contrário a essa situação foi observado com as marcações para 5-HT. A reação cromogênica produziu uma 
marcação pouco densa, já na fluorescência o anticorpo secundário utilizado produziu marcação citoplasmática 
abundante e densa. 
Os dados do presente estudo representam a primeira descrição detalhada de corpos celulares e processos 
imunorreativos à TPH no encéfalo de ave. Nossos dados também mostram que a atividade da TPH co-existe com a 
atividade da 5-HT na maioria dos pericários do tronco encefálico, porém sua colocalização é parcial em algumas 
regiões hipotalâmicas (Fig. 24). 
O anticorpo contra a TPH utilizado no presente estudo possui reatividade com ambas as isoformas de TPH 
(TPH1 e TPH2) presentes em células do tronco encefálico, hipotálamo, pineal e também em células de intestino 
(Gershon et al., 1977; Weissmann et al., 1987; Belin et al., 1991; Saland et al., 1993; Vanhatalo e Soinila, 1999; 
Benarroch et al., 2002; Kruger et al., 2002; Allers e Sharp, 2003; Walther e Bader, 2003). A elevada homologia entre 
os TPH-cDNAs clonados de aves e mamíferos (Darmon et al., 1988; Grenett et al., 1987; Boularand et al., 1990; Stoll 
et al, 1990; Florez et al., 1996) e também a homologia interespecífica da seqüência de aminoácidos das isoformas 
de TPH1 e TPH2 (Walther et al., 2003; Sakowski et al., 2006) e a sua presença em corpos celulares da pineal e 
tronco encefálico do peru (Melleagris gallopavo), respectivamente (Kang et al., 2007), sugerem que as reações 
observadas no presente estudo possivelmente refletem a atividade da TPH no encéfalo do pombo.  
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Corroborando esta possibilidade é o fato de que os neurônios imunorreativos à TPH foram observados 
massivamente presentes no núcleo dorsal da rafe de secções controle do mesencéfalo de ratos que foram 
processadas junto com as secções do encéfalo do pombo durante a mesma reação imuno-histoquímica (Fig. 2). 
Os padrões de distribuição de corpos celulares imunorreativos à TPH no tronco encefálico aqui relatados 
são semelhantes ao padrão de distribuição observado após os experimentos imuno-histoquímicos com 5-HT no 
presente estudo. Assemelha-se também ao padrão descrito em estudos prévios sobre a distribuição de células 
imunorreativas à 5-HT no pombo (Challet et al., 1996; Häckl et al., 2005) e em outras espécies aviárias como na 
galinha (Sano et al., 1983; Yamada et al., 1984; Yamada e Sano, 1985;  Hirunagi et al., 1992) e na codorna (Cozzi et 
al., 1991; Haida et al., 2004). Os pericários imunorreativos à TPH do bulbo caudal até o mesencéfalo foram 
localizados em regiões previamente descritas como contendo corpos celulares imunorreativos à 5-HT. Os 
experimentos de dupla marcação deste estudo revelaram que estes neurônios também exibem 5-HT, sugerindo que 
eles são verdadeiros neurônios serotonérgicos e, desta forma, ativamente sintetizadores de 5-HT. 
Entretanto, há certas discrepâncias com relação aos prévios resultados de 5-HT em pombos. No presente 
estudo, corpos celulares imunorreativos à TPH foram encontrados no complexo solitário, povoando a TC e nos 
subnúcleos lDp e mSp do NTS. Entretanto, imunorreatividade serotonérgica foi observada apenas na TC. Os 
subnúcleos lDp e mSp e outras regiões do NTS não mostraram imunorreatividade à 5-HT.  
Em um estudo no qual o foco principal era a anatomia química do NTS do pombo, neurônios imunorreativos 
à 5-HT foram descritos na TC, mas não foram observados no lDp ou no mSp (Berk et al., 1993a). É interessante 
destacar que, neurônios imunorreativos à 5-HT não são descritos no NTS de outras espécies aviárias (Yamada et 
al., 1984; Cozzi et al., 1991). Dentre as razões para estes achados divergentes podemos incluir a falta de neurônios 
imunorreativos à 5-HT nos subnúcleos do NTS e a sua usual fraca marcação nas reações imuno-histoquímicas.  
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Os neurônios imunorreativos à TPH no NTS foram pouco perceptíveis nas reações fluorescentes. Desta 
forma é possível que a reduzida quantidade de TPH dentro desses neurônios possa produzir quantidades não 
detectáveis de 5-HT (através dos nossos procedimentos). Desta forma não se torna possível afirmar se os neurônios 
do lDp e mSp colocalizam ou não TPH e 5-HT (Fig.24 B) 
O complexo do NTS exerce uma importante função na transmissão da informação sensorial visceral para o 
tronco encefálico e para o prosencéfalo (Katz e Karten, 1983; Berk, 1991; Berk e Smith, 1994) e as regiões contendo 
TPH podem ser relevantes para esta função. A TC do encéfalo de ave é comparável à AP do mamífero, devido a três 
fatores: sua posição em relação ao NTS, a presença de um denso plexo vascular livre de barreira hemato-encefálica 
e a presença de neurônios catecolaminérgicos projetando-se para o tronco encefálico (Katz e Karten, 1983; Berk, 
1991). As células da TC podem detectar mudanças químicas no sangue e transmitir esta informação para o bulbo 
ventrolateral e região parabraquial (Arends et al., 1988; Berk, 1991; Berk e Smith, 1994). É interessante notar que a 
presença de neurônios imunorreativos à 5-HT na TC contribui para esta comparação, uma vez que a AP de 
mamífero possui uma densa rede de corpos celulares imunorreativos à 5-HT (Takeuchi e Sano, 1983), bem como 
pericários imunorreativos à TPH (Weissmann et al., 1987).  
Na divisão lateral e medial do NTS, os subnúcleos lDp e mSp respectivamente, contêm numerosos 
neurônios catecolaminérgicos que inervam o PVN e outras regiões prosencefálicas (Berk, 1991; Berk et al., 1993b; 
Moons et al., 1994; Marino-Neto e Armengol, 2000). Estas regiões são também importantes alvos de projeções 
hipotalâmicas e prosencefálicas descendentes (Berk, 1991). Enquanto a presença de fibras imunorreativas à 5-HT 
no NTS tem sido repetidamente relatada em primatas, carnívoros e roedores, células imunorreativas à 5-HT não 
foram relatadas dentro desses núcleos (Calzá et al., 1985; Weissmann et al., 1987; Maley, 1996). 
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O presente estudo sugere que diversos núcleos diencefálicos localizados nas paredes periventriculares 
contêm corpos celulares imunorreativos à TPH, porém apenas nos agrupamentos celulares circunventriculares do 
PVO e do INF encontramos células que co-expressam imunorreatividade serotonérgica (Fig. 24 A).   
O PVO é um órgão circunventricular, presente no hipotálamo de vertebrados não-mamíferos, composto por 
neurônios bipolares que contactam o fluido cérebro-espinhal através de seus dendritos, pericários e axônios. Devido 
à estrutura dessas células nervosas, foi atribuída uma função sensorial a elas (Vigh-Teichmann e Vigh, 1983; Vigh-
Teichmann e Vigh, 1989). Seu epêndima forma um sulco bilateralmente nas paredes do 3º ventrículo e seus 
neurônios são altamente sensíveis à composição do fluido cérebro-espinhal ventricular (George e Meissl, 1987).  
Uma das características mais notáveis dos neurônios que compõem o PVO são as protrusões bulbosas 
encontradas na sua superfície ventricular, como pode ser visualizada na Fig. 9-B, página 44 de Mestres e Rascher 
(1994). Esta superfície é uma zona de células justapostas com pólos apicais globulares que protundem para dentro 
do ventrículo. O tamanho destas estruturas no pombo é semelhante ao observado no pardal, no pato e na codorna. 
As protrusões observadas no pombo são bastante uniformes em formato e tamanho. Estas protrusões podem 
apresentar formato de bolha ou dedo como pode ser visualizado na Fig. 9-C e Fig. 9-E, página 44 de Mestres e 
Rascher (1994). Estas estruturas celulares especializadas parecem corresponder aos processos imunorreativos à 
TPH e 5-HT aqui observados (veja figuras 20 E-F e 21 E-F).  
 O sistema de neurônios do PVO, os quais contactam o fluido cérebro-espinhal, está presente, além de 
vertebrados não-mamíferos, nos mamíferos prototérios (Manger et al., 2002). Esta estrutura contêm pericários 
imunorreativos à 5-HT em répteis como na  tartaruga (Sano et al., 1983) e no crocodilo (Rodrigues et al., 2008); e em 
aves como em pombos (Hirunagi et al., 1992; Challet et al., 1996), codorna (Cozzi et al., 1991; Haida et al., 2004) e  
galinha (Sano et al., 1983; Yamada et al., 1984; Hirunagi et al., 1992). 
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No estudo realizado com equidnas e ornitorrincos (mamíferos que pertencem à ordem Monotremata, ou 
seja, são ovíparos) evidenciou-se a presença de 5-HT dentro dos neurônios do PVO. Estes autores sugerem que é 
possível que a habilidade dos neurônios serotonérgicos do hipotálamo de monotremos em produzir 5-HT é perdida 
nos mamíferos eutérios (placentários), porém estes mamíferos poderiam ter um grupo de neurônios no hipotálamo 
com a habilidade de acumular 5-HT (Manger et al., 2002). Esta habilidade de acumular 5-HT foi demonstrada por 
Fuxe e Ungerstedt (1967) após administração de 5-HT ICV em ratos pré-tratados com reserpina e um inibidor da 
MAO. Segundo esses autores, a 5-HT administrada ICV acumula-se especificamente dentro de neurônios 
serotonérgicos localizados próximos dos ventrículos.  
A mesma situação aplica-se às células imunorreativas à TPH e 5-HT presentes no INF. O INF, o qual 
contorna as paredes ventriculares do ReI, localiza-se caudalmente ao quiasma óptico e estende-se para dentro da 
neuro-hipófise (Mestres e Rascher, 1994). Nesta região, células contactando o fluido cérebro-espinhal 
imunorreativas à 5-HT tem sido observadas em répteis, como na tartaruga (Sano et al., 1983); nas aves, como em 
pombos (Reiner et al., 1994; Challet et al., 1996), codornas (Haida et al., 2004) e galinhas (Ikeda e Gotoh, 1971); e 
em mamíferos prototérios, como a equidna e o ornitorrinco (Manger et al., 2002).  
As células ependimárias da superfície ventricular do INF e do PVO foram descritas detalhadamente nos 
pombos (Mestres and Rascher, 1994). No primeiro, além de típicos processos contendo microvilosidades, pequenas 
protrusões e cílios únicos (correspondendo aos tanicitos), há também estruturas apicais semelhante à cabeça com 
cílios únicos sobre uma superfície lisa e processos com uma superfície semelhante a botões em protrusão para 
dentro do espaço ventricular como podem ser visualizados na Fig. 7 B-D, página 42 de Mestres e Rascher (1994). 
Enquanto que no PVO, os processos celulares apicais globulares projetam-se para dentro do ventrículo.  
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Estas células serotonérgicas do INF e PVO parecem estar idealmente situadas de modo a modificar a 
composição do fluido cérebro-espinhal através de informações hipotalâmicas e/ou influenciar funções 
neuroendócrinas através de sinais hipotalâmicos para o fluido cérebro-espinhal (Calas, 1975). A região infundibular 
assume uma importante posição na regulação neuroendócrina através da eminência mediana e da neuro-hipófise 
(Mestres e Rascher, 1994). 
Substâncias neuroativas têm sido encontradas nas células que contactam o fluido cérebro-espinhal dos 
vertebrados não-mamíferos, incluindo catecolaminas, neuropeptídeo Y, substância P, galanina e 5-HT (Meek e 
Joosten, 1993; Batten et al., 1993; Molist et al., 1993; Lowry et al., 1996; Challet et al., 1996; Vetillard et al., 2002; 
Vígh et al., 2004). As células do PVO aviário não possuem imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH), a enzima 
limitante de síntese de catecolaminas, para dopamina-β-hidroxilase e para noradrenalina, mas são intensamente 
imunorreativas para dopamina (Reiner et al., 1983; Kiss e Péczely, 1987; Baillach e Balthazart, 1993; Botjer, 1993; 
Reiner et al., 1994; Moons et al., 1994; Guglielmone, 1995; Moons et al., 1995), sugerindo que esta monoamina é 
capturada de fontes externas pelas células do PVO.  
Os dados deste estudo sugerem que a 5-HT pode ser sintetizada diretamente por estas células 
circunventriculares, devido à presença de TPH. Adicionadas às células serotonérgicas presentes na TC e ao 
massivo plexo de fibras subventriculares capazes de sintetizar 5-HT observadas nas paredes ventriculares mediais, 
estas células podem constituir um componente de um circuito serotonérgico circunventricular com funções 
desconhecidas. 
 Contrastando com as células do PVO, os resultados aqui obtidos indicam que o PMM, um núcleo 
hipotalâmico caudal, contém pericários imunorreativos à TPH, porém com ausência de imunorreatividade 
serotonérgica. O PMM parece corresponder ao grupo catecolaminérgico A11 no hipotálamo aviário (Kuenzel e van 
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Tienhoven, 1982; Kiss e Péczely, 1987; Bailhache e Balthazart, 1993; Reiner et al., 1994). Já foi evidenciado que 
esse núcleo contém neurônios imunorreativos à TPH que co-expressam TH e melatonina no peru (Thayananuphat et 
al., 2007a; Thayananuphat et al., 2007b, Kang et al., 2007). Estes autores também evidenciaram que os neurônios 
do PMM do peru expressam a isoforma TPH1 (a enzima-chave na biossíntese de melatonina), e a 5-HT N-acetil-
transferase (a enzima regulatória na síntese de melatonina), mas não a isoforma TPH2 (que é a enzima limitante na 
via sintética de 5-HT). Nestas aves, a TH e a TPH desses neurônios são expressas em ritmo circadiano e podem 
estar funcionalmente relacionadas com mecanismos neuroendócrinos do comportamento reprodutivo aviário.  
A presença destes atributos funcionais em outras espécies aviárias precisa ser examinada, porém a 
ausência de imunorreatividade serotonérgica no PMM do pombo pode sugerir que as células imunorreativas à TPH 
observadas neste núcleo possam estar envolvidas na síntese de melatonina. Se esta especulação é verdadeira, a 
presença de um agrupamento de células hipotalâmicas sintetizadoras de melatonina em ordens separadas, como os 
Columbiformes (pombo) e os Galliformes (peru), pode sugerir que esta é uma característica conservada e 
funcionalmente relevante nas espécies aviárias. 
No hipotálamo de roedores adultos, corpos celulares imunorreativos à TPH foram observados na parte 
dorsal do núcleo hipotalâmico posterior, na camada subependimária, na parte ventral do DMN, no núcleo 
periventricular, núcleo arqueado e na zona incerta (Weismann et al., 1987; Vanhatalo e Soinila, 1995; Vanhatalo e 
Soinila, 1996; Vanhatalo e Soinila, 1999).  
Os neurônios imunorreativos à TPH dos núcleos arqueado e periventricular enviam axônios para a glândula 
pituitária e, semelhante ao observado no PMM do peru, foi evidenciado perfil dopaminérgico nessas células. Além de 
expressar imunorreatividade para TH (correspondendo aos agrupamentos catecolaminérgicos A11 e A12) e ser 
desprovido de imunorreatividade serotonérgica mesmo após o pré-tratamento com L-triptofano e pargilina (Vanhatalo 
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e Soinila, 1995; Vanhatalo e Soinila, 1999). Os neurônios dopaminérgicos A13 da zona incerta também mostraram 
colocalização similar de TH e TPH e ausência de síntese de 5-HT (Vanhatalo e Soinila, 1996).  
Essas populações celulares contrastam com os neurônios imunorreativos à 5-HT observados no DMN, que 
foram evidenciados ser desprovidos de imunorreatividade para TPH (Vanhatalo e Soinila, 1998), desse modo 
provavelmente captando a 5-HT de fontes externas. 
As funções da TPH presente em neurônios catecolaminérgicos hipotalâmicos de mamíferos são 
desconhecidas. A expressão desta enzima pode estar relacionada com a síntese de outros compostos, como por 
exemplo, a melatonina. Estudos na literatura sobre a presença de neurônios melatoninérgicos no hipotálamo de 
mamíferos são raros e, portanto, existe a necessidade de maiores investigações. Desta forma, a presença de 
neurônios com atributos topográficos e neuroquímicos comparáveis no hipotálamo periventricular da ave sugere que 
eles podem representar uma característica comum e possivelmente importante no diencéfalo de amniotas. 
O sistema serotonérgico no encéfalo de vertebrados tem demonstrado atributos estáveis em diferentes taxa. 
A estabilidade de neurônios contendo 5-HT em regiões do tronco encefálico e diencéfalo evidencia o papel atuante 
desse neurotransmissor em inúmeros comportamentos. Parece possível que os neurônios que contactam o fluido 
cérebro-espinhal possam liberar 5-HT para dentro do 3V e, desta forma, ativar sistemas de receptores 
serotonérgicos peri e paraventriculares obtendo uma ativação global desse sistema. Esta transmissão em volume de 
5-HT no fluido cérebro-espinhal pode facilitar a coordenação entre atividades comportamentais e neuroendócrinas do 
pombo. 
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